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論文内容要旨
 f細胞分裂阻害物質Chol・neの文献的考察
 生体の組織恒常性維持機構として1960年にBuiloughとLaurenceによって存在を示唆され
 た生理活性物質ChalOneは,同研究者達によって1964年マウス表皮の生理食塩水によるノk抽
 出物中に存在する事が確認された。ig60年代末頃迄に彼等のGha!Olleに関する実験等を通し
 て得た知見に基く全体像は以下の如くである、.皮膚の創傷時に細胞分裂が有意に高まるのは,そ
 の局所のChalone濃度の低下にある。Ghaloneは細胞で常に合成され,一…方組織,血液を通じ
 て絶えず細胞外へ拡散する。正常状態ではこれが平衡関係にある。創傷時にChalone濃度が低
 下するのは拡散速度の増大,合成能の低下或いはその両方によると説明される。ChalOneの物理
 化学的並びに生化学的諸性質は次の通りである。Ohaloneは水溶性、非透析性で分子量30000
 ～40000で等電点はPH5.2～6.0である,,U.V.吸収は220nm～300nmに在り熱不安定でト
 リプシン処理で失活する。又,Ohaloneの作用には組織特異性があり種特異性はない。更に阻害
 作用発現に際しアドレナリンの共存が必須でハイドロコーチゾンはその作用を持続,延長させる。
 Chaioneに関する知見はユ970年代に入ると更に詳細に渡って来る。Ghaloneは2つの性質の
 異なる細胞分裂阻害物質よりなり,両者はCellcycleの異なる時期に作用する事が明らかとな
 ・つた。それぞれはG…inhibltor,G2inhibitorと呼ばれ,前者はGt後期に作用しS期への移行
 を阻止する。更にケラチン化している細胞から抽出され,分子量は10(〕,000～300,000のシアル
 酸含有の糖蛋白質である。アドレナリンの共存は不必要で熱に対して安定な物質である。又,
 cAMPとの関連性はない。Bulloughらの確認,提唱したGha!oneとは性質を異にしている。
 後者はCeHcycleのG2→Mを阻止し基底層より抽出される。分子量は30,000～40.000の糖蛋
 白質で熱に不安定である。更にアドヒナリンの共有を必要とし,cAMPの濃度に阻害作用が関連
 している。このChaloneの活性測定は細胞α)分裂速度への影響を測定して行なわれる。その方法
 にはinVivoとinvitroO)2つがあり,invivoはマウス,ラットを使用して3H-TdRの
 DNAへの取り込み量の測定か,コルヒチン等で細胞分裂を止めて分裂数を数える方法である。
 invitroに於いては細胞培養か器官培養を利用する。実際の測定方法はinvivoと本質的に変
 りはなくラジオアイソトープ,コルヒチン等が利用されている。これらの測定方法には幾つかの
 問題点がある。すなわちコルヒチン法は技術が繁雑で無傷の細胞構造の存在する部位でのみ有用
 である。阻害物質の作用点がCeUcycleのどの点か不明な状態でコルヒチンを用いるのは生理学
 的に最小の意味しかない。3H-TdRの取り込み測定法は第1に阻害物質によ・って細胞膜透過性が
 阻止される事がある。第2に3H』dRが被験物質に混入した酵素によって代謝される面∫能性。第
8[
O}
 3にthymidinepoolが変動して異常に3H-TdRの取り込み増加が生ずる・∫能性。第1に被験
 物質の細胞毒性で3H-TdRの取り込み誠少が生ずる・1能性等の問題がある。ノ計後chak)neの作
 用機構の解明には条件のコントロールが容易なinvitroで形態学的手法と生化学的手法を並行
 して用いながら検討'を進める必要がある。
 HMelanomaExtractによるメラノサイトDNAと蛋白質生合成阻害
 メラノサイトehak)ne様物質としてHal・dillgPasseymousemel～momaからMel～uloma
 Ext1・ac員M・E)を抽出して,その細胞分裂阻害作用,並びに生化学的性状を検討し次の結論を
 得た。1.M.Eはメラノーマの水枯出物を105,000Gで遠心分離後,上清を連続的アルコール分
 画するとアルコール濃度95%で沈澱する分画に局在する。2.M.Eが阻『、ll:効果を最.1くに発現する
 ためには,アドレナリンとハイドロコーチゾンの両方の共存が必要であるが,単に阻『占効果を発
 現するためには両者共必須ではない。3,M・EをSephadexG-100で分画するとユ分画に分離し,
 分画Hと凹〔阻害活性が局在した。分画Hは阻害作用に組織特異性を示さず熱に対して不安定で
 ある。分画残「は組織特異性を示して260nm/280nmは1.65で核酸を含有し分1“!lHよりも強い阻
 害活性を示す。分LI「1田をSer)hadexA-25で更に精製すると2つの分画に分離し,その中で分ll!ll
 H!が阻害活性を示した。分画H1の阻害作用には組織特異性がなく,Oscl密度勾配遠沈法によれ
 ば90%が蛋白質で構成されているDこの蛋白質は分1生量が50,000と26,01)0の2つの主構成蛋
 白質と11の副構成蛋白質より構成されているう又、紫外部の吸収スペクトルは276mnに1つ
 のピークを有し,260・n}/280nmは0.83である。この分画をトリプシンで処理すると阻害活性
 は失なわれる。又,熱に対して不安定である。分画IVを同様にしてi)EAESCplladexA-25で
 精製を試みると4つの分画に分離し,その中で分画IV2に阻害活性が存在した。分画1、「2の阻害作
 用には組織特異性があり,蛋白質当りの阻害率は分画皿1の約3倍である。分画眺は蛋白質とRNA
 あるいはRNPで構成されている。この蛋白質はほとんどが分子量lo、OOO以下で,比較的分子量
 の大きい物は3成分あり各々53,000,4τ500,24,80(〕である。紫外部の吸収スペクトルは阻害
 物質の調製毎にそのピークが変動して253口m～262nmの範囲にあり,260nm/280nmは2・00
 ～3,95である。分画眺をトリプシンとRNaseで処理すると阻害活性は前者で50%の減少を示
 し,後者で75%の減少を示す為この阻害活性は両成分に依存している白∫能性を示唆した。又,
 分画眺は熱に対して不安定な性質で阻害活性は失なわれる。
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 審査結果の要旨
 Ghaloneに関する文献的考察:生理活性物質chaioneは,1964年Buli。ughとLaurence
 によってマウス表皮の生理食塩水抽出物中に確認された物質である。生体の組織恒常性維持に関
 与し,特に創傷治癒に際しては活性物質として発現してくることが知られている。Builo・ghら
 の報告によると,chaloneは水溶性,非透析性,熱不安定,トリプシン処理で失活し,組織特異
 性があり種特異性のない物質で,更に阻害作用発現に際してはアドレナリンの共存が必須でハイ
 ドロコーチゾンはその作用を持続・延長させるというものであった。処が1970年代に入ると
 chaloneに関する数多くの研究が発表され,chaloneは二つの性質の異なる細胞分裂阻害物質,
 GIinhibitorとG2inhibitorよりなり,化学的性状も作用構造も異なることが明らかとなっ
 た。中野は長文綜説を含む20数編の文献にあたり,これらのchaloneに関する研究の歴史的推
 移をよく考察し,自分の実験の遂行にあたって問題となる諸点をよく理解している。
 MelanomaExlractによるメラノサイトDNAと蛋白質生成阻害に関する研究:メラノサイト
 chalone様物質としてマウスメラノームからmelanomaextract(M.E)を抽出し,その細胞分
 裂阻害作用,並びに生化学的性状を検討し次の結論を得た。M。Eはメラノーマの水油出物を
 105000Gで遠心分離後,上清を連続的にアルコール分画すると濃度95%で沈殿する分画に
 局在する。MEをSephadexG-100で分画すると4分画に分離し,分画丑と四に阻害活性が局
 在した。分画皿とWをSephadexA-25で更に精製するとnは2つ,IVは4つの分画に分離し,
 その中で分画皿1とW2が阻害活性を示した。分画皿1の阻害作用には組織特異性がなく,Cscl密
 度勾配遠沈法によれば90%が蛋白質で構成されている。熱、トリプシン処理で阻害活性は失な
 われる。又分画IV2の阻害作用に組織特異性があり,蛋白質当りの阻害率は分画皿1の約3倍であ
 る。分画W2は蛋白質とRNAで構成されている。そしてトリプシンとRNaseで処理すると阻害
 活性は前者で50%の減少を示し,後者で75%の減少を示したので,この阻害活性は両成分に
 依存している可能性がある。用いられた高分子生理活性物質M,Eの分離精製,並びにその活性測
 定法は,生化学的手法に於て高度のものであり,その解釈論理の進めかたも当を得たものである。
 特に細胞分裂阻害作用をDNA合成と蛋白質合成の両面から観察したことは特異であり又二つの
 性質の異なる分画皿1W2を得たことは他組織のchaloneについての報告に類似し,特にW2がR
 NAを含む点は,その作用機構に関し非常に興味のある点である。以上より本論文は学位授与に
 充分値いするものと認める。
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